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RESUMO

Relata-se inusitado achado de micro-organismos, semelhantes as espiroquetas, moveis e de diferentes morfologias e
tamanhos, identificados pela microscopia de campo escuro, no sangue de animais do Centro de Bioterismo da Faculdade
de Medicina da USP. As bactérias ndo crescem em meios habituais de cultivo, sdo pouco coradas pelo Giemsa e derivados
da prata, e as provas sorologicas e moleculares foram negativas para Borrelia e Leptospira. A microscopia eletronica
revelou presenca de micro-organismos com morfologia de Mycoplasma e, devido a sua mobilidade, sugeriu-se a presenga
de Mollicutes do género Spiroplasma. Visualizaram-se micro-organismos com mesmas caracteristicas em 15 dos 26
funcionarios (57,6%) do Centro de Bioterismo da FMUSP; contudo, exames clinicos e laboratoriais indicaram que os
individuos estavam saudaveis. Estudos adicionais desenvolvidos na Disciplina de Reumatologia da FMUSP mostraram
que, aproximadamente, 94% dos pacientes com Sindrome Baggio-Yoshinari (SBY) e 20% dos individuos normais também
exibiam as mesmas estruturas identificadas no Centro de Bioterismo. A microscopia eletronica realizada com amostras
de pacientes com SBY mostrou bactérias que apresentam semelhangas com Mycoplasma, Chlamydia ¢ Bacteroides.
Visto que as sorologias e os testes moleculares foram negativos para estes contaminantes ¢ com base em publicagdes
da literatura médica, sugeriu-se que estes agentes infecciosos latentes fossem bactérias na sua apresentagdo L, que s@o
definidas como bactérias despojadas de parede celular, assumindo, assim, morfologia de Mycoplasma, sendo, na maioria
dos casos, inofensivas aos hospedeiros. Concluimos que os “espiroquetideos” visualizados em animais e funcionarios do
Centro de Bioterismo seriam bactérias na forma L, ndo patogénicas, provenientes de contaminantes do meio ambiente,
infecgdes regulares habituais ou oriundos de micro-organismos endégenos da flora saprofitica normal. Ao contrario, os
“espiroquetideos” identificados na SBY, ao preservarem a capacidade de invadir células in vitro, sdo potencialmente
patogénicos e relacionados com a etiologia da SBY. Interpretamos a SBY como zoonose nova e particular ao territorio
brasileiro, causada por espiroquetas adaptadas as formas latentes, possivelmente provenientes de muta¢des bacterianas
em resposta as condigdes ecoldgicas e geograficas proprias do pais.

Palavras-chave: espiroqueta, espiroqueta-simile, bactéria forma L, Mycoplasma, sindrome brasileira semelhante a
doenga de Lyme, sindrome Baggio-Yoshinari, Borrelia, micro-organismo latente, Centro de Bioterismo, animais de
experimentagdo, Brasil.
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USP-FMZUSP) e Arary da Cruz Tiriba (Universidade Federal
de Sao Paulo-UNIFESP).

O problema referente ao Biotério da FMUSP teve inicio
em 2001, quando o Dr. Ismar Cestari detectou a presenga de
micro-organismos semelhantes as espiroquetas, no cultivo in
vitro de células esplénicas de animal proveniente do Centro
de Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP).

No intuito de compreender a extensdo do problema, a
Comissao realizou microscopia de campo escuro no sangue
periférico dos animais e, de fato, confirmou a presenga de
micro-organismos semelhantes as espiroquetas em 15 das 15
amostras de camundongos (BALB/c, A/SNELLI, SWISS e
C57BI/6), em duas das cinco de rato (WISTAR), em cinco
das cinco de coelho e em nenhuma das amostras de cobaia.

Nova leitura foi realizada no segundo semestre de 2002
e o resultado foi positivo em 28 das 40 amostras de sangue
(70%) de diferentes espécies de ratos e camundongos. O mes-
mo procedimento foi conduzido com animais provenientes
da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da USP
(FMVZUSP), e a microscopia de campo escuro mostrou “espi-
roquetideos” em apenas duas das oito amostras de camundon-
gos e em nenhuma das oito amostras de hamsters, indicando
ser problema comum aos Biotérios, apesar da frequéncia deste
achado ter sido maior na FMUSP.

Do ponto de vista clinico, os animais do Centro de Biote-
rismo da FMUSP encontravam-se aparentemente saudaveis. A
veterinaria Sueli Blanes Damy et a/.! tinham realizado analises
bioquimicas preliminares em “pools” com soros de quatro
camundongos fémeas e em amostras com cinco soros de ratos
WISTAR e mostraram aumento dos niveis de ureia, fosfatase
alcalina, aspartato amino transferase (AST) e alanina amino
transferase (ALT), sugerindo existir algum fator infeccioso ou
toxico responsavel pelo aparecimento de transtornos bioqui-
micos relacionados com alteragdes da funcdo hepatica. Nesse
mesmo trabalho, os autores ao realizarem estudos a micros-
copia eletronica e testes imuno-histoquimicos no tecido pul-
monar, figado, bago, coracdo e rim dos animais, identificaram
Mycoplasma pulmonis em quase 100% dos animais residentes
em biotérios convencionais e em 18% dos que mantinham
barreiras sanitarias adequadas. Reportaram que, na literatura,
havia descri¢des de hepatopatias causadas por Mycoplasma
em ovelhas, pombos ¢ cabras, mas ndo encontraram relatos
em ratos. No intuito de confirmar estes achados, repetimos
exames a microscopia eletronica em amostras de sangue de
roedores com “espiroquetideos” (Figura 1).

Uma vez que a microscopia optica revelava no sangue dos
animais a presenca de micro-organismos moéveis, de tamanhos
diversos, que variavam de minusculos pontos a estruturas
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Figura 1. A) Fotomicrografia eletronica de soro de rato Wistar do Biotério
sem tratamento com visualizagdo de micro-organismo com morfologia de
micoplasma. Coletado em 6/11/2002. B) Presenca de numerosas estrutu-
ras com forma e tamanho irregulares, revestimento por uma membrana
e conteudo granuloso, compativeis com micoplasmas, provenientes de
roedor do Centro de Bioterismo.

alongadas que chegavam a medir até 15-20 pm, a Comissao
julgou, inicialmente, que pudesse tratar-se de espiroquetas. As
sorologias para leptospirose, hemoculturas em meio aerobico,
anaerobicos e BSK, assim como testes Moleculares (PCR) para
Leptospira ¢ Borrelia, realizados na FMUSP, FMVZUSP ¢
Instituto Bioldgico, foram persistentemente negativos. Chamou
a atengdo dos membros da Comissdo o tamanho incomum das
estruturas identificadas no sangue periférico dos animais, pois
eram grandes e aparentemente incompativeis com a hipotese de
serem Mycoplasma ou Chlamydia. Outro aspecto interessante
destas estruturas era a dificuldade de cultivo em meios habituais
e a impossibilidade de identificagdo das bactérias através do
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uso de corantes como Giemsa, derivados da prata e corantes
vitais como laranja de acridina. Estes achados, somados a
auséncia de informagdes na literatura médica, conduziram
muitos pesquisadores a interpretar estes “espiroquetideos”
como meros artefatos.

A preocupagao maior referia-se aos aspectos antropozoonod-
ticos desta inusitada descoberta. Aventou-se os eventuais riscos
deste processo infeccioso latente para os funcionarios que
lidavam com os animais, caracterizando doencga profissional,
assim como a interferéncia destes contaminantes nas pesquisas
laboratoriais experimentais. Interessante que os animais eram
submetidos regularmente aos exames bacteriologicos, mas, em
nenhuma ocasido, ocorreu isolamento de micro-organismos
patogénicos. E importante salientar que os animais do Centro
de Bioterismo da FMUSP nio se encontram em ambientes iso-
lados, e nem sdo germ-free, além de serem criados ¢ mantidos
no Biotério hd aproximadamente 20 anos, com exce¢do dos
cachorros, que sdo trazidos de fora do complexo da FMUSP.

O presente manuscrito relata os problemas e os caminhos
adotados pela Comissdo para responder as questdoes formu-
ladas pela Reitoria da USP, com referéncia aos riscos aos
funcionarios e as pesquisas cientificas. Outro objetivo seria
o de descobrir a etiologia ¢ a fonte de infec¢do dos animais.

Devido a relevancia do assunto, acrescentou-se uma dis-
cussdo complementar, fruto da pesquisa da sindrome brasileira
semelhante a Doenca de Lyme (Sindrome Baggio-Yoshinari
- SBY), que trouxe novos conhecimentos no entendimento da
ocorréncia de “espiroquetideos” em animais de laboratorios e
humanos. Demonstrou-se que “espiroquetideos” sdo visuali-
zados quase que universalmente nos mamiferos, incluindo o
homem (Figura 2A), e que crescem temporariamente em meio
chamado SP4 (Figura 2B).

Estas estruturas quando analisadas a microscopia eletronica
assemelham-se a Mycoplasma que, na verdade, representariam
micro-organismos que perderam a parede celular (bactéria
ou formas L sem parede celular) e que, na maioria das vezes,
s3o "inofensivos™ aos seres vivos. Contudo, por razdes ainda
desconhecidas, talvez em decorréncia de fatores ecologicos e
climaticos proprios do pais, existem fortes evidéncias de que o
agente etiologico da SBY seja uma espiroqueta de morfologia
atipica e comportamento latente, exibindo aspectos sugestivos
de Mycoplasma, Chlamydia ¢ Bacteroides (Figura 3 A, B, C
e D). Contudo, uma vez que estas estruturas isoladas de pa-
cientes com SBY sdo capazes de invadir as células endoteliais
(Figura 4), acredita-se que sejam potencialmente patogénicos,
justificando as particularidades clinicas e laboratoriais desta
zoonose emergente no Brasil.
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Figura 2. A) Visualizagdo de "espiroquetideo" no sangue periférico de
funcionario do Centro de Bioterismo a Microscopia de campo escuro;
Aumento: 1.000X. B) Cultura de sangue de paciente SBY em meio SP4,
adequado ao crescimento de Spiroplasmas, onde visualizamos o cresci-
mento dos "espiroquetideos"; Aumento: 400X.

O manuscrito tem por objetivo mostrar que ¢ comum a
descri¢do de micro-organismos “inofensivos” na formas L nos
seres vivos. Mas que, em algumas situagdes, como na Sindro-
me Baggio-Yoshinari, espiroquetas desprovidas de parede,
possivelmente ainda bactérias do género Borrelia, conserva-
riam as propriedades patogénicas, originando enfermidade
extremamente morbida, particularizada e camuflada, bastante
distinta da Doenca de Lyme encontrada no Hemisfério Norte.

PACIENTES E METODOS

Foram incluidos todos os funcionarios do Centro de Bioteris-
mo da FMUSP, avaliados dentro do protocolo de investigagdo

Rev Bras Reumatol 2009;49(5):506-28
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Figura 3. A) Visualizagdo de estruturas que sugerem espiroquetas e Mycoplasma a microscopia eletronica, em sangue de paciente com SBY semeado
em meio de cultura SP4, no qual E: Espiroquetideo; My: Mycoplasma. Aumento de 24.000X; B) Visualizacdo de estrutura que lembra Chlamydia
no sangue periférico de paciente com SBY, analisado a microscopia eletronica. Aumento de 24.000X. C) Visualizagdo de estruturas que lembram
espiroquetas a microscopia eletronica, no sangue periférico de paciente com SBY semeado em meio SP4. Aumento de 6.200X. D) Visualizagdo de
estrutura que lembra espiroqueta a microscopia eletronica, no sangue periférico de paciente com SBY semeado em meio SP4. Aumento de 6.5000X.

determinado pela Comissdo constituida pela Reitoria da USP,
para avaliar o estado clinico dos funcionarios que lidavam com
os animais ou que trabalhavam nas dependéncias do Biotério.

Este protocolo incluia investigagdo clinica com anamnese
e exame fisico completos. Com relagdo aos exames com-
plementares foram avaliados: 1. hematoldgico: hemograma
(teste automatizado, microscopia e coloragdo panoptica); 2.
bioquimicos: ureia (teste cinético), creatinina (teste colori-
métrico cinético), glicemia (teste enzimatico colorimétrico),
colesterol total (teste enzimatico colorimétrico), triglicerideos
(teste enzimatico colorimétrico), acido Urico (teste enzimatico
colorimétrico), sodio (teste de eletrodo ion-seletivo), potassio
(teste de eletrodo ion-seletivo), calcemia (teste colorimétrico),
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ferro sérico (teste colorimétrico), ALT (teste cinético), AST (teste
cinético), gama glutamil transferase (gama GT - teste cinético),
creatinofosfoquinase (CK - teste cinético); 3. urinalise: urina
tipo I; 4. bacterioldgicos: hemocultura, coprocultura, protopa-
rasitologico de fezes (colorac@o de Leishman); 5. imunologicos
gerais e inflamatorios: proteina C reativa (teste nefelométrico),
velocidade de hemossedimentagdo (teste de Westergren),
complemento C3 e C4 (teste nefelométrico), eletroforese de
proteinas, imunoeletroforese de proteinas, fator reumatoide (teste
de aglutinagdo), fator antinuclear em células Hep-2 (teste de
imunofluorescéncia) e antiestreptolisina O (teste nefelométrico);
6. sorologias para doengas infecciosas: de Lyme realizada no La-
boratdrio de Investigagdo Médica (LIM-17) do HCFMUSP (teste
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Figura 4. Visualizagdo de espiroquetideo no interior de célula endote-
lial & microscopia eletronica, apos incuba¢do com meio de cultura SP4
contendo espiroquetideos em suspensdo, obtidos de pacientes com SBY.
Aumento de 15.000X.

imunoenzimatico — ELISA), leptospirose feita na FMVZUSP
(teste de soroaglutinagdo microscopica), e os demais exames de
sifilis (ensaio imunoenzimatico - ELISA), toxoplasmose (ensaio
imunoenzimatico em microparticulas — MEIA), hepatites virais
A,B (ensaio imunoenzimatico em microparticulas — MEIA),
hepatite C (teste de quimioluminescéncia) e citomegalovirus
(ensaio imunoenzimatico - ELISA), no Laboratério Central
HCFMUSP; 7. Imagem: radiografia de torax e ultrassonografia
(US) total do abdome e 8. consultas médicas especializadas
quando necessarias.

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Anélise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq do HCFMUSP
(342/09).

RESULTADOS

Foram examinados 37 funcionarios do Centro de Bioterismo
da FMUSP, dos quais cinco eram administrativos, no Ambula-
torio de Clinica Médica do Hospital das Clinicas da FMUSP.
Devido ao fato de tratar-se de Biotério convencional, sem areas
de isolamento, decidiu-se pela ndo discriminagio funcional do
pessoal. Vinte e cinco eram do sexo masculino e 12 do feminino.
A idade dos funcionarios variou de 21 a 54 anos (36,6 + 9,87).

ANAMNESE

Com relagdo ao interrogatorio geral, 12 dos 37 funcionarios
(32,4%) referiram alguma manifestagdo alérgica, como asma,
rinite ou erup¢do cutanea. A frequéncia de “etilismo social”
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foi de 62,5%, ou seja, referido por 15 dos 24 individuos que
responderam a este quesito.

Dos 37 entrevistados, dez individuos queixavam-se fre-
quentemente de cansago e adinamia (27%), enquanto trés
referiam episodios recorrentes de febre ou calafrios (8,1%).

Com relagdo ao sistema locomotor, nove (24,5%) queixa-
vam-se de dores constantes na coluna, oito (21,6%) referiam
artralgia, dois talalgia, um apresentava artrite ¢ um mialgia.
Dezesseis funcionarios (43,2%) ndo tinham sintomas osteo-
articulares.

Quanto as manifestagdes neurologicas, 12 (32,4%) referiam
cefaleia regularmente, nove reportaram episodios frequentes
de esquecimento (24,3%). Sete queixavam-se de disturbios
do sono (18,9%), cinco de nervosismo ou irritagao (13,5%),
trés de dificuldade de concentragdo (8,1%), trés com episodios
de tontura (8,1%) e um apresentava paralisia facial. Nove
funcionarios (24,3%) negaram qualquer queixa neurologica.

Quanto aos sintomas cardiovasculares, cinco (13,5%) apre-
sentavam episodios de palpitagdes frequentes e trés (8,1%) de
precordialgia atipica.

O interrogatorio de outros sistemas mostrou que 12 (32,4%)
referiam aumento da frequéncia didria de evacuagdes (mais de
duas vezes), seis tinham dor de garganta frequente (16,2%) e
quatro relatavam episodios constantes de tosse ou infecgdes de
vias respiratorias superiores. Cinco trabalhadores do Centro de
Bioterismo negaram qualquer queixa clinica (13,5%).

EXAME FiSICO

O exame fisico ndo mostrou alteragdes significativas,
observando-se manifestagdes cutdneas em cinco pacientes
(ptstulas, erupcao eritematomacular, hiper-hidrose, pitiriase
versicolor e psoriase). Um funcionario apresentava hepatome-
galia e baqueteamento de dedos, um exibia ausculta pulmonar
compativel com broncoespasmo, um com artrite compativel
com gota e outro com nodulos de Heberden e Bouchard (ar-
trose de maos).

EXAMES LABORATORIAIS

O hemograma mostrou-se normal, com excec¢do de dois casos
com discreta leucocitose, trés com leucopenia e cinco funcio-
narios com discreta anemia. Nao foram observadas altera¢des
da contagem de plaquetas.

Os principais resultados dos exames bioquimicos cons-
tam da Tabela 1, e chama a atencdo o grande numero de
funcionarios com elevagdo dos niveis de enzimas hepaticas
e musculares.

Rev Bras Reumatol 2009;49(5):506-28
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PROVAS DE ATIVIDADE INFLAMATORIA
E IMUNOLOGICAS

Na Tabela 1, encontram-se as frequéncias de alteragdes relativas
as provas de atividade inflamatoria e imunologicas realizadas
nos funcionarios do Centro de Bioterismo da FMUSP. Nota-se
que 26% tiveram proteina C reativa positiva e 36% IgE elevada.

SOROLOGIA PARA ENFERMIDADES
INFECCIOSAS

Na Tabela 2, encontramos resultados de sorologias para a sin-
drome brasileira semelhante a doenga de Lyme, leptospirose, si-
filis, toxoplasmose, hepatites virais A, B e C e citomegalovirus.
A frequéncia de soros com resultados positivos para Borrelia
burgdorferi foi semelhante ao habitualmente encontrado na

Tabela 1

populagdo controle normal. Identificou-se um paciente com
lues e dois com toxoplasmose que foram encaminhados para
o Servigo de Infectologia.

BACTERIOLOGIA E PROTOPARASITOLOGICO

Na Tabela 2, estdo descritos os exames bacterioldgicos,
protoparasitologicos, visualizagdo de “espiroquetideos” em
microscopia de campo escuro ¢ PCR para leptospirose nos
funcionarios do Centro de Bioterismo da FMUSP. As hemo-
culturas e coproculturas foram negativas; a visualiza¢do de
“espiroquetideos” ocorreu em 57,6% dos casos (Figura 2 A)
e a demonstragdo de Blastocystis hominis em 12% dos fun-
cionarios analisados. A pesquisa de leucocitos nas fezes foi
positiva em 36% dos casos.

Parametros laboratoriais bioquimicos, urinalise, provas de atividade inflamatdria e exames
imunolodgicos dos funcionarios do Centro de Bioterismo da FMUSP

Parametros Frequéncia de Provas de atividade inflamatéria  Frequéncia de

bioquimicos e urinalise alteracoes Valores normais e parametros imunolégicos alteracoes Valores normais
Ureia elevada 1/25 (4%) 10-45 mg/dL a2 globulina elevada 6/24 (25%) 0,4-0,7 g/dL
Creatinina elevada 0/25 (0%) 0,6-1,4 mg/dL v globulina elevada 4/24 (16,6%) 0,7-1,6 g/dL
Glicose elevada 2/25 (8%) 70-110 mg/dL Proteina C Reativa elevada 6/23 (26%) <5 mcg/mL
Colesterol elevado 8/28 (32%) até 200 mg/dL  VHS elevada 3/24 (12,5%) até 15 mm

Triglicerideos elevados
Acido drico elevado
Sédio alterado
Potdssio alterado

Calcio sérico alterado
Ferro sérico alterado
AST elevada

ALT elevada

Gama GT elevada
DHL elevada

CK elevada

Elevagdo de pelo menos uma enzima*

Elevacao de duas ou mais enzimas*

Leucocitiria
Eritrocitdria

Proteindria

5/25 (20%)
4/24 (16,6%)
0/25 (0%)
0/25 (0%)

4/23 (17,5%)
0/24 (0%)
1/25(4%)

4/25 (16%)
8/25 (32%)
0/25 (0%)
9/25 (48%)
16/25 (64%)
5/25 (20%)
1/24 (4,1%)
1/24 (4,1%)
0/24 (0%)

até 200 mg/dL

H:3,4-7,0 mg/
dL M:2,4-5,7

135-145 mEq/L
3,5-5,0 mEq/L

8,8-10,5 mg/dL
acima 50 ug/dL
10-34 U/L
10-44 U/L
11-50 U/L
240-480 U/L
24-204 U/L

até 5 por campo
até 5 por campo

até 0,05 mg/L

ol glicoproteina elevada 2/24 (8,3%) até 125 mg/dL

a2 glob/al glic./VHS
ou PCR elevada 12072 (0% B
6/24 (25%) -

C3 <90 mg/dL e
C4 < 10 mg/dL

2/23 (8,6%) -

> 2 parametros acima elevados

C3 e C4 diminuidas 124 (4,1%)

Fator reumatoide positivo

FAN positivo, padrao pontilhado 2/22 (9,0%) IF acima de 1/40

IgA elevada 4/25 (16%) 70-400 mg/dL
1gG elevada 6/25 (24%) 700-1.600 mg/dL
IgM elevada 4/25 (20%) 40-230 mg/dL
IgE elevada 9/25 (36%) até 156 KU/L

ASLO elevada 2/24 (8,3%) até 200 U/mL

ALT: alanina amino transferase; AST. aspartato amino transferase; Gama GT: gamaglutamil transferase; DHL: desidrogenase latica; CK: creatinofosfoquinase,
VHS: velocidade de hemossedimentagao; PCR: proteina C reativa; FAN: fator antinuclear; ASLO: antiestreptolisina O. * ALT, AST, gama GT, CK ou DHL

Rev Bras Reumatol 2009;49(5):506-28
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Tabela 2

Na coluna A: frequéncia de soropositivos para doenga de Lyme simile brasileira, leptospirose,
sifilis, toxoplasmose, hepatites virais e citomegalovirus. Na coluna B: hemoculturas, coproculturas,
microscopia de campo escuro ¢ claro, protoparasitologico, pesquisa de leucécitos nas fezes e

PCR para Leptospira spp nos Funcionarios do Centro de Bioterismo da FMUSP

Parametros (A) Frequéncia

Parametros (B)

Frequéncia

4/27 (14,8%)
0/27 (0%)
4/27 (14,8%)

Borrelia burgdorferi (1gG)
Borrelia burgdorferi (IgM)
Borrelia burgdorferi (1gG ou IgM)

Leptospirose 0/27 (0%)

Sifilis (RSS) 1/25 (4%)

Toxoplasmose (IgM) 2/25 (8%)

Toxoplasmose (IgG) 8/25 (32%)

Hepatite pelo virus A (IgM) 0/25 (0%)

20/25 (80%)
0/25 (0%)
1/25 (4%) (vacinada)
0 (0%)
0/25 (0%)
21/25 (84%)

Hepatite pelo virus A (IgG)
HBsAg

Anti-HBsAg

Hepatite pelo virus C
Citomegalovirus (IgM)

Citomegalovirus (IgG)

Hemocultura (aerébios) (n = 25)

S. epidermidis (1 caso)

Hemocultura (anaerébios) (n = 25) Negativas
Coprocultura (*) (n = 25) Negativas
Coprocultura para Helicobacter .

spp (N=5) (%) Negativas
PCR para leptospirose (n = 5) (**) Negativa

“Espiroquetideos” em
campo escuro (***)

Bacterioscopia em campo

15/26 (57,6%)

claro (n = 5) (**) Negativas
Bacterioscopia em campo .

escuro (n = 5) (**) Negativas
PPF Fezes (Blastocystis hominis) 3/25 (12%)
PPF Fezes (E. nana) 1/25 (4%)
Presenca de leucécitos nas fezes 9/25 (36%)

(*) Coprocultura realizada no Instituto Adolfo Lutz para enterobactérias patogénicas: Salmonella, Shigella, E. coli patogénica, Campylobacter. (**) Exames realizados no Instituto Bioldgico
em amostras consideradas suspeitas, de funciondrios com diarreia e visualizagdo de “espiroquetideos” a microscopia de campo escuro no LIM-17 do Hospital das Clinicas FMUSP.
Bacterioscopia em campo claro foi realizada no sangue periférico, com coloragdo pelas técnicas de Ryu e Gram. (***) Os "espiroquetideos” foram pesquisados no LIM-17 HCFMUSP.

IMAGEM

A-radiografia de torax foi normal nos funcionarios que realiza-
ram o exame. A US total do abdome mostrou alguma alteragado
em 10 dos 18 casos (55,5%), e as alteragdes encontradas foram:
esteatose hepatica em cinco casos, hepatomegalia em quatro,
linfonodos peripancreaticos em um, calcificagdes hepaticas em
um, dilatacdo do hepato-colédoco em um e ndédulos hepaticos
em um caso.

AVALIACAO HEPATICA

Funcionarios com alteracdo a US de abdome foram encami-
nhados ao gastroenterologista, porém nao foram constatadas
alteragdes significativas que merecessem investigagdes com-
plementares.

DISCUSSAO

Um grande efetivo de profissionais de diferentes instituigdes de
pesquisa foi mobilizado, com o objetivo de estudar a situagdo
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clinica dos funcionarios do Centro de Bioterismo da FMUSP,
em decorréncia do encontro inusitado de micro-organismos de
caracteristicas latentes nos animais do Centro de Bioterismo
da FMUSP, o que poderia indicar a ocorréncia de zoonose
emergente ¢ nova doenga ocupacional. Desde que, ndo havia
nenhuma referéncia na literatura médica, sobre micro-orga-
nismos com as caracteristicas descritas no sangue de animais
e de humanos, encontramos sérias dificuldades para explicar
de onde surgiam e qual seria o papel patogénico destes micro-
organismos nos hospedeiros.

Havia a necessidade urgente de encontrarmos respostas,
a fim de tranquilizarmos os funcionarios, quanto aos riscos a
satde e a necessidade de retornarmos respostas aos pesqui-
sadores da institui¢do que utilizavam animais do Centro de
Bioterismo quanto a interferéncia desta infecgdo nas pesquisas
com animais.

As mas condigdes sanitarias encontradas no Biotério su-
geriam que fatores ambientais poderiam estar influenciando
o surgimento dos espiroquetideos, visto que a frequéncia
de contaminantes variava entre as instituicdes pesquisadas.
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Surpreendeu-nos o fato de 15 dos 26 funcionarios (57,6%)
apresentarem as mesmas estruturas identificadas nos animais,
indicando possivel transmissao destes micro-organismos aos
funcionarios no local do trabalho.

A Comissao constatou igualmente baixas condi¢des de
higiene exibidas pelos funciondrios nas dependéncias do
Biotério, pois alimentavam e dormiam no local do trabalho,
manipulavam, as vezes, os animais sem luvas, entravam em
contato direto com dejetos animais sem botas e havia promis-
cuidade entre as diferentes espécies de animais. Neste sentido,
a primeira orientagdo foi a de educar os funcionarios quanto
aos habitos higiénicos e estabelecer normas rigidas quanto ao
trato de animais.

O exame médico dos funcionarios mostrou que, de modo
geral, eles estavam em boas condigdes clinicas, entretanto,
chamou-nos a atengao a alta frequéncia de fendmenos alérgicos
e de diarreia. Do ponto de vista laboratorial, havia funciona-
rios com provas de atividade inflamatoria alteradas, enzimas
hepaticas e musculares elevadas, niveis altos de IgA e IgE e
presenca de leucocitos nas fezes. No inicio, pensamos estar
havendo maior incidéncia de complicagdes hepaticas, intesti-
nais e alérgicas. Contudo, essa impressao nao foi confirmada,
pois faltou um grupo-controle com as mesmas caracteristicas
demograficas e de habitos, mas que ndo estivessem trabalhando
no Centro de Bioterismo.

Alguns aspectos chamaram a nossa atengdo como a alta
incidéncia de etilismo social no grupo estudado (62,5%), ex-
posi¢do continua dos funcionarios aos dejetos animais, ragdes
e produtos bioldgicos diversos, além do baixo padrao de higie-
ne. Julgamos que estes fatores explicassem parte das queixas
clinicas ¢ alteragdes laboratoriais encontradas, e que medidas
preventivas contribuiriam na diminuicdo da frequéncia da
infec¢do animal e humana, além da “eventual normalizagao”
dos testes de rotina. Tranquilizou-nos o fato de os funcionarios
com alteragdes hepaticas a US de abdome e aos exames labo-
ratoriais, quando avaliados no Servigo de Gastroenterologia
do HC FMUSP, serem considerados normais, sem necessidade
de procedimentos auxiliares complementares.

O proximo passo do estudo foi o de tentar elucidar a etiolo-
gia da infecgdo latente, demonstrada pelo achado de estruturas
semelhantes as espiroquetas, em animais de laboratorio e nos
funcionarios do Centro de Bioterismo (Figura 2A). Exibiam
diferentes tamanhos e morfologias, eram moveis, mostravam-
se incultivaveis, ndo se coravam pelo método de Giemsa e,
apesar de lembrar espiroquetas, os testes laboratoriais empre-
gados foram persistentemente negativos para diagndstico de
Leptospira e Borrelia. Estudos soroldgicos foram negativos
para sindrome brasileira semelhante a Doenga de Lyme, lep-
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tospirose e sifilis e os testes de biologia molecular negativos
para Leptospira spp e Borrelia spp (dados ndo apresentados).

Conforme apresentado anteriormente, Damy SB et al.' ha-
viam identificado Mycoplasma pulmonis em 100% dos animais
de laboratério mantidos em regime convencional de criagdo, e
relataram que estes micro-organismos poderiam causar lesdo
hepatica, justificando as alteragdes enzimaticas encontradas
nos animais do Centro de Bioterismo da FMUSP.

Mycoplasma sdo considerados os menores organismos
autorreplicantes, requerem colesterol para sobreviverem e sao
desprovidos de parede celular. Sdo a exemplo de Chlamydia,
bactérias intracelulares que infectam inimeras células como as
endoteliais, epiteliais e os macrofagos, além de representarem
importantes cofatores no aumento da viruléncia as infecgdes
por outros micro-organismos.? Higuchi et al.>* reportaram que
estes micro-organismos influenciam o desenvolvimento de
placas instaveis de ateroma. Inclusive, conseguiram visualizar
através da microscopia eletronica formas elipticas e cilindricas
de Mycoplasma de diferentes tamanhos, distribuidas na matriz
extracelular de tecidos humanos acometidos.

Entretanto, ndo encontramos referéncias na literatura
médica, quanto ao possivel papel de Mycoplasma spp e Chla-
mydia spp como agentes zoondticos. Outro aspecto intrigante
era o de que estes micro-organismos sao de dimensdes dimi-
nutas e iméveis, contradizendo os achados de microscopia de
campo escuro, que revelava estruturas moveis que chegavam
a atingir aproximadamente 15 pm de comprimento. Assim, a
hipotese de que os micro-organismos identificados no sangue
dos roedores do Centro de Bioterismo da FMUSP (Figura 1)
fossem Mycoplasma ficou abalada. Segundo opinido pessoal
do Prof. J. Timenetsky do ICBUSP, estudioso de Mycoplasma,
a maior parte dos roedores é contaminada por esta bactéria, e,
assim, os dados da microscopia eletronica poderiam ser um
achado fortuito e nao relacionado com as nossas constatagoes.

Mesmo assim, fomos pesquisar a possibilidade de en-
contrar bactérias com morfologia de Mycoplasma, dotadas de
movimento e de dimensdes maiores. Sabe-se que as bactérias
do grupo Mollicutes sdo constituidas pelos géneros Myco-
plasma, Spiroplasma e Acholeplasma, micro-organismos
desprovidos de parede celular e envoltos em membrana celular
rica em colesterol. Conforme Shlomo T & Rami G,’ micro-
organismos do género Spiroplasma, devido a presenga de um
citoesqueleto, que funciona como motor propulsor, exibem
movimentos circular e eliptico, além de apresentarem capaci-
dade quimiotaxica. Podem atingir até¢ 10 pm de comprimento,
sdo sensiveis a eritromicina e tetraciclinas e algumas espécies
sd0 patogénicas para ratos, camundongos, hamster e coelhos.
Podem ser identificados ainda em plantas, abelhas, carrapatos,
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vespas e mosquitos.® Curiosamente, a célula de inimeros Spi-
roplasmas contém virus (SpV),” cujo significado patogénico
¢ desconhecido.

Considerando que a hipotese dos Mollicutes ndo fosse
plenamente satisfatoria, a Comissdo passou a considerar outros
agentes que tivessem morfologia semelhante aos de espiroque-
tas a microscopia de campo escuro. Dentre as possibilidades,
pensou-se em micro-organismos espiralados dotados de mo-
vimentos proprios, tais como Helicobacter spp,® espiroquetas
do género Serpulina,® Anaerobiospirillum,'’ que apresentam
em comum, a dificuldade de crescer em meios habituais e tem
papel indefinido na patogénese de enfermidades em animais
e homens. Espiroquetas do género Serpulina habitam o trato
digestivo de animais e podem provocar episodios de diarreia
IL12 & pacientes humanos imunodeprimidos podem estar igual-
mente infectados por estas espiroquetas de dificil diagnostico.
12 Adicionalmente, sabemos que iniimeras espiroquetas fazem
parte da flora saprofitica da cavidade oral de individuos nor-
mais;" contudo, desconheciamos se estes micro-organismos
seriam capazes de invadir a circulag@o sanguinea e expressar-se
na forma de “espiroquetideos”.

Apesar das diferentes possibilidades etioldgicas, nenhuma
nos satisfez, exceto quanto a possibilidade de tratar-se de Spiro-
plasma, que tem semelhancas com Mycoplasma e sdo dotados
de movimentos. Os demais micro-organismos aventados tém
morfologias muito diferentes das visualizadas a microscopia
eletronica, pois sdo dotados de parede celular, alguns sdo
flagelados e apresentam dimensdes diminutas (exceto género
Serpulina/Brachyspira).

Com base nos dados coletados e nas informagdes até entdo
disponiveis, concluimos pela existéncia de uma infec¢ao laten-
te, ainda ndo descrita, causada por bactérias morfologicamente
semelhantes aos Mollicutes, ou seja, desprovidas de parede
bacteriana, nos animais e funcionarios do Centro de Bioteris-
mo. Pelas caracteristicas morfologicas dos micro-organismos a
microscopia eletrdnica, sugeriu-se a possibilidade de infecgdo
por micro-organismos do género Spiroplasma. A avaliagdo
médica conduzida para os funciondrios permitiu predizer que
essas bactérias de comportamento latente teriam baixo poten-
cial patogénico, mas que seria conveniente o acompanhamento
prolongado desses trabalhadores. Quanto as pesquisas com ani-
mais de laboratorio, a Comissdo sugeriu que 0s experimentos
fossem continuados, visto que animais de outros Centros de
Bioterismo também estavam contaminados e aparentemente
todos estavam em boas condi¢des de sanidade fisica.

A Comissdo recomendou melhorias urgentes das condi-
¢oes higiénicas dos funcionarios, modernizagdo ¢ reformula-
¢do das instalagdes do Biotério e maior rigor nas condigdes
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sanitarias do Centro de Bioterismo, como medidas preven-
tivas uteis para a diminui¢@o da intensidade e da frequéncia
das contaminagdes. Embora ndo houvesse contraindicacao
formal para a realizagdo de experimentos com animais
convencionais, os membros da Comissao advertiram que
determinadas pesquisas que dependessem da isencdo total
de micro-organismos poderiam sofrer interferéncias desta
infecgdo latente. Contudo, devido as caracteristicas desta
infecgdo, isto é, silenciosa, oculta, de dificil controle, além de
estar disseminada entre os diferentes Biotérios, a Comissdo
aventou a possibilidade de esta contaminacdo poder existir
nos animais axénicos ou germ-free.

DISCUSSAO COMPLEMENTAR A LUZ DE
CONHECIMENTOS OBTIDOS COM PESQUISAS
SOBRE A SINDROME BAGGIO-YOSHINARI

O texto anterior, com pequenas modificagdes, foi o Relatério
encaminhado a Reitoria da USP e apresentado aos pesquisado-
res da FMUSP que fazem uso regular dos animais do Centro
de Bioterismo e aos funcionarios.

O grande desafio na pesquisa da sindrome brasileira
semelhante a Doenca de Lyne (SBDL) ou Sindrome Baggio-
Yoshinari (SBY) * tem sido o de esclarecer a etiologia desta
enfermidade transmitida por carrapatos no pais. Nao ha mais
davidas de que sintomas compativeis com a Doenga de Lyme
(DL) existem no Brasil, incluindo a ocorréncia do tipico erite-
ma migratdrio e o desenvolvimento de multiplas complica¢des
sistémicas.'>!® Entretanto, o agente etiologico da SBY, ao con-
trario da DL, jamais foi identificado por meio de procedimentos
microbioldgicos (culturas) e moleculares (PCR).!”

Assim, em nossa opinido, esta diferen¢a marcante quanto
a etiologia das duas zoonoses transmitidas por carrapatos,
justificaria a grande série de particularidades clinicas e la-
boratoriais, existentes entre a entidade nosologica presente
no Brasil e no hemisfério Norte. Do ponto de vista clinico, a
zoonose brasileira exibe grande frequéncia de recidivas nos
sintomas clinicos, aspecto incomum na DL. Do ponto de vista
laboratorial, doentes com SBY mostram baixa reatividade imu-
nolégica aos antigenos da Borrelia burgdorferi sensu lato e alta
frequéncia de distarbios autoimunes, como desenvolvimento
de autoanticorpos contra constituintes neuronais.'®

Admitimos que, apesar das diferencas citadas, a SBY
ainda seja uma zoonose causada por espiroquetas. Postulamos
que, devido a existéncia de condigdes geograficas, climaticas
e ecoldgicas, proprias ao pais, como a auséncia de carrapatos
do complexo Ixodes ricinus, principais vetores transmissores
da DL no hemisfério Norte,! estaria havendo condi¢des para
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o surgimento de espiroquetas exoticas, talvez mutantes, adap-
tadas a sobreviver nos hospedeiros vertebrados e invertebrados
no pais. Atualmente, sabemos que, Borrelia sdo capazes de
modificar o seu genoma e proteoma durante o seu ciclo de vida,
que envolve a infecgdo de carrapatos e animais.?* >

Com objetivo de identificar o agente etioldogico da SBY
no sangue periférico dos pacientes com SBY, com auxilio da
microscopia de campo escuro, identificamos “espiroquetideos”
semelhantes aos encontrados nos animais e funcionarios do
Centro de Bioterismo da FMUSP. De maneira similar, os
“espiroquetideos” provenientes de enfermos com SBY ndo
cresciam no meio BSK e tampouco em outros inlimeros meios
de culturas testados.

No inicio, acreditamos que estas estruturas fossem Molli-
cutes do género Spiroplasma, fundamentados nas conclusdes
do Relatorio enviado a Reitoria da USP. Inclusive, refor¢ando
esta hipotese, descobrimos que estas bactérias latentes eram
capazes de crescer e manter-se pelo periodo aproximado de 10
dias em meio adequado ao desenvolvimento de Spiroplasmas,
conhecido como SP4 (Figura 2B). Por outro lado, ao semear
espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato em
meio SP4, ocorria sua degeneragao celular, a ponto das Borrelia
perderem o movimento helicoidal tipico e transformarem-se em
estruturas semelhantes as visualizadas na SBY e nos animais
do Centro de Bioterismo.

Achado surpreendente foi o encontro destes micro-
organismos latentes no sangue de individuos normais, que
ndo eram funcionarios de Centro de Bioterismo e tampouco
individuos com histérico recente de picada por carrapatos. Ao
realizarmos a pesquisa destas estruturas em 52 pacientes com
SBY e em 50 individuos normais, demonstramos ocorréncia
destes “espiroquetideos” em 49 das 52 amostras (94,2%) dos
pacientes com SBY e em apenas 20% dos individuos normais
(dados nio publicados).

Mantovani E er al.,® ao analisarem os “espiroquetideos”
encontrados na SBY a microscopia eletrénica, visualizaram
micro-organismos com morfologias sugestivas de Mycoplasma,
Chlamydia e espiroquetas. Esta descoberta levou os autores a
suporem que a etiologia da SBY estaria vinculada a esta pléiade
de micro-organismos latentes, caracterizando uma nova entidade
clinica transmitida por carrapatos. Aspecto adicional de grande
relevancia foi a descoberta de que estes micro-organismos laten-
tes, isolados de pacientes com SBY, foram capazes de infectar
células endoteliais in vitro, indicando serem potencialmente
patogénicos (dados ndo publicados) (Figura 4).

Ao realizarmos exames sorologicos e testes de Biologia
Molecular (PCR) para Mycoplasma spp e Chlamydia spp, tanto
nos pacientes com SBDL como nos individuos normais, nota-
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mos que os dois grupos comportaram-se de maneira idéntica,
indicando que, na verdade, os “espiroquetideos” nao seriam os
micro-organismos anteriormente imaginados (dados néo publi-
cados). Neste momento, perdeu forga a hipdtese das bactérias
latentes pertencerem aos géneros Mycoplasma e Chlamydia.
Por analogia, a hipotese dos animais e funcionarios do Biotério,
estarem contaminados por Mollicutes do género Spiroplasma
ficou também sob suspeicao.

Na busca de respostas para estas duvidas, descobrimos
apos intensa revisao da literatura médica, que todas as bacté-
rias podem assumir morfologia de Mycoplasma, ao perderem
constituintes da parede celular, fato que pode acontecer em
condi¢des adversas de sobrevivéncia.?’”? Essas bactérias
morfologicamente alteradas e com semelhancga estrutural de
Mycoplasma sdo conhecidas como formas L, esferoplastos ou
bactérias desprovidas de parede (cell wall deficient bacteria).
Essa mudanga fenotipica ¢ igualmente observada com as es-
piroquetas dos géneros Treponema e Borrelia.***

As espiroquetas quando cultivadas em condi¢des adversas
de pH, temperatura ou na presenca de antibidticos, sofrem
importantes modificagdes morfologicas, com aparecimento de
estruturas atipicas de diferentes tamanhos e formas, que variam
desde minusculos pontos e esporos (conhecidos como blebs),
até formacdes que lembram bactérias alongadas (“espiroque-
tideos™), corpusculos densos de dupla membrana (semelhantes
a Chlamydia) e cistos de membrana simples (sugestivas de
Mpycoplasma), quando analisadas a microscopia eletronica.™
Adicionalmente, foram descritas espiroquetas de morfologias
atipicas, como as citadas anteriormente, no parénquima cere-
bral de pacientes com acometimento neuroldgico devido as
infecgdes pela sifilis e borreliose de Lyme.*** Sob condi¢des
favoraveis de cultivo as espiroquetas na sua forma L costumam
reassumir a morfologia helicoidal habitual.*®

A literatura médica considera a maioria das bactérias
na forma L como ndo patogénicas, com raras excegdes.”” O
conjunto dos conhecimentos acumulados no LIM-17 HCFM
USP, levou-nos a postular que bactérias na apresentagdo L em
animais e homens seriam eventos relativamente frequentes.
Consideramos que as fontes habituais de contaminagao seriam
as infecgdes regulares e passageiras dos tratos respiratorio,
digestdrio e urindrio. Em locais com condi¢des sanitarias im-
proprias, como acontecia no Centro de Bioterismo da FMUSP,
com certeza, haveria uma grande proliferagdo bacteriana
ambiental e contaminag¢do humana e animal, provocando alta
frequéncia de ocorréncia de “espiroquetideos” (bactérias na
forma L) no sangue periférico. Outra fonte de “espiroqueti-
deos” sugerida, em individuos normais, seria a proveniente
da flora saprofitica habitual.
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Conforme comentado, na maioria das vezes, estes micro-or-
ganismos na forma L ndo seriam patogénicos, como haviamos
concluido no Relatoério apresentado a Reitoria da USP. Con-
tudo, em nossa opinido, os “espiroquetideos” encontrados na
SBY apresentariam comportamento distinto do habitual, pois
ao preservarem a capacidade de invadir as células endoteliais,
revelavam alto potencial patogénico. Uma vez que espiroquetas
na sua forma espiralada helicoidal jamais foram cultivadas e
isoladas no Brasil, passamos a admitir que a etiologia da SBY
estivesse vinculada a espiroquetas na forma L. Acreditamos que
o agente etioldgico da SBY adaptou-se de maneira permanente
a sua morfologia atipica, devido a perdas irreversiveis do seu
contetdo genético e de lipoproteinas da parede celular (Osp),
visando a sobrevivéncia em condi¢des adversas, como, por
exemplo, a auséncia de carrapatos do complexo Ixodes ricinus
no Brasil. Nesse sentido, tém surgido recentes publicac¢des
mostrando que a diversidade genética das diferentes espécies
de espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato,
sofrem influéncias regionais e continentais.?’ %

Finalmente, ao se aceitar que a SBY seja causada por es-
piroquetas na sua morfologia atipica, conseguimos justificar
todas as particularidades clinicas e laboratoriais desta zoonose
tipicamente brasileira. Essa teoria explica as recorréncias clini-
cas e a evolugdo da SBY para enfermidades cronicas ditas idio-
paticas; justifica as dificuldades no tratamento, especialmente
das enfermidades de longa evolug@o; explica a interferéncia
dos micro-organismos no sistema imunoloégico, provocando
surgimento de reagdes imunoalérgicas; compreende-se por-
que as bactérias sdo de dificil cultivo e pouco coradas pelas
metodologias habituais de impregnagdo; entende-se porque
esses micro-organismos suscitam baixa reatividade imunolo-
gica contra Borrelia burgdorferi; e justifica porque os testes
moleculares como o PCR sdo persistentemente negativos,
possivelmente em decorréncia da perda parcial de plasmideos.

Ateoria de que no Brasil a SBY seja causada por espiroqueta
mutante, geneticamente modificada e desprovida de boa parte
da parede celular (Osp) e de flagelos periplasmicos, tem suporte
adicional da literatura médica, pois ja foi descrita Borrelia burg-
dorferi mutante desprovida de Osp A, B, C e D.* Essas proteinas
de superficie sdo importantes para distinguir as diferentes espé-
cies de espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu
lato, e participam na patogenicidade e no desencadeamento
da resposta imunologica do hospedeiro ao micro-organismo.
Adicionalmente, a mobilidade e a forma helicoidal das Borrelia
sdo dependentes dos 7-11 flagelos periplasmicos*'** e quando
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ocorre mutacdo do gene flaB (gene principal da flagelina), a
espiroqueta assume morfologia bacteroide,* lembrando a forma
como ¢ visualizada no Brasil através da microscopia eletronica.
Assim, espiroquetas com perdas de flagelos e lipoproteinas de
parede, assumiriam aspecto de “espiroquetideos” a microscopia
de campo escuro e de Mycoplasma e Chlamydia quando vistas
a microscopia eletronica.

Hoje, ap6s 20 anos de pesquisas, ousamos definir a SBDL
ou SBY como enfermidade original brasileira, causada por
espiroqueta de comportamento latente e morfologia atipica
na apresentacao L, transmitida por carrapatos que ndo perten-
cem ao complexo Ixodes ricinus, que reproduz manifestagdes
clinicas semelhantes as observadas na DL, exceto pela alta
frequéncia de recorréncias, tendéncia a cronicidade e reagdes
imunoalérgicas.
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